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研究成果の概要： 

現在、世界には「神経障害性疼痛」に苦しむ患者が千数百万人も存在し、救われ難い痛み

に苦しんでいる。我々の研究チームは、脊髄のミクログリア細胞に過剰発現するP2X4受容体

が神経因性疼痛発症課程における重要な分子であることを提示しているが、P2X4受容体の

過剰発現メカニズムは不明であった。本研究は、P2X4受容体遺伝子はその上流領域配列

によってレチノイン酸受容体の標的遺伝子となる潜在的可能性を示し、このメカニズム

によって脊髄ミクログリアにおけるP2X4受容体発現増強が引き起こされ、如いては病態

の形成に関与していることを示すものである。 
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１．研究開始当初の背景 
痛みは危険から回避するための大切な感覚
情報であるが、行き過ぎた痛みは抑えなけれ
ばならない。現在、世界にはモルヒネも効か
ない痛み「神経因性疼痛」等に罹患する患者
が千数百万人も存在し、救われ難い痛みに苦
しんでいる。その原因は、ガンの浸潤、糖尿
病性神経炎、外科手術の不手際、ヘルペスな
ど様々であるが、詳細な発症メカニズムは不

明である。このような状況の中、我々の研究
チームは、「末梢神経損傷により脊髄内ミク
ログリアでイオンチャネル型 ATP 受容体サ
ブタイプ P2X4 が過剰発現し、P2X4 刺激が
ミクログリアからの BDNF 放出を促し、そ
の BDNF が抑制性伝達物質 GABA の作用を
興奮性に変えてしまい、結果として強い痛み
を引き起こす」という神経因性疼痛の新しい
発症メカニズムを提示した。これは極めて斬
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新なアイデアとなり、P2X4 を中心にした新
しい治療法や治療薬の開発が大いに期待さ
れている。しかしながら、なぜ P2X4 受容体
が過剰発現するのかはまったく不明である。 
 
 
２．研究の目的 
私はすでに P2X4 の仲間である P2X2 遺伝
子発現制御メカニズムについて核内受容体
RXR が深く関与することを報告した。一方、
P2X4 遺伝子についても予備試験的に解析
した結果、P2X4 遺伝子上流配列にレチノ
イン酸応答配列が予測された。従って、
P2X4 も RXR 様の核内受容体によって発
現が制御されている可能性が濃厚であるが
その詳細については不明である。以上の背
景に基づき、本研究では P2X4 遺伝子の発
現が RXR 様の核内受容体によって制御さ
れていることを明らかにし、さらにその生
理的意義および神経因性疼痛の発症との関
係を明確にすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 

１）P2rx4 mRNA の相同配列検索から P2rx4
上流領域のゲノム上の位置を推定し、Wistar
ラット尾より単離したゲノム DNAを鋳型とし
て P2rx4転写開始部位から上流の配列をクロ
ーニングし、配列内に存在すると推定される
転写調節因子結合部位を web上のプログラム
（TESS : Transcription Element Search 
System, http://www.cbil.upenn.edu/tess/）
を用いて検索する。 

 
2）クローニングした全長の配列、又は推

定レチノイン酸応答配列を除去した配列を
pGL3 luciferase reporter vector (Promega)
に組み込み、これを遺伝子導入 1321N1 アス
トロサイトーマ細胞を用いて、レチノイン酸
で刺激した後に、発現誘導されるホタルルシ
フェラーゼ活性を Dual-Glo luciferase 
assay system (Promega)を用いて測定する。
これによってクローニングした P2rx4 5’上
流配列のプロモーター活性を検討する。 
 
3）ラット初代培養ミクログリアでのレチ

ノイン酸刺激による P2X4 mRNA 発現量の測定 
ミクログリアをレチノイン酸で刺激後、
total RNA 中に含まれる P2X4mRNA の発現量を
定量的リアルタイム RT-PCR 法によって測定
する。 
 

4）レチノイン酸あるいはその溶媒を処置
した初代培養ミクログリアからタンパク抽
出を行い、SDS-PAGE およびウェスタンブロッ
ティングによってその比較定量を行う。 
 

5）カバーガラス上で培養したミクログリ
アに 9cisRA を処置し、24 時間後にカルシウ
ム指示薬 fura2-AM を用いて ATP (10 ・ M)に
よって誘起される[Ca2+]i 上昇測定する。 
 
6）神経因性疼痛モデル動物(Chung モデル)

においてレチノイン酸経口投与によるアロ
ディニア症状の発現変化を痛み閾値の経時
的な測定によって行う。また、神経損傷側の
脊髄内に発現している P2X4 タンパク質量を
ウェスタンブロッティング法により定量す
る。 
 
7）神経因性疼痛発症過程における RXR ア

ンタゴニスト HX531 の効果 
100 ・ M の HX531(PBS(-)溶液、0.5% DMSO)
を 5 ・ l 髄腔内へ投与し、痛み行動への影響
を検討する。投与は 1日 2回（10:00～, 20:00
～）行い、von Frey filament を用いた痛み
行動を経時的に測定する。 
 
 
４．研究成果 
1)P2X4 受容体遺伝子の上流領域にレチノイ
ン酸応答配列が存在する。 
ラットゲノムよりクローニングした P2X4遺
伝子の 5’上流領域を用いてレポーターアッ
セイを行った結果、この配列は 9-cis レチノ
イン酸処置に応答し、下流遺伝子（ルシフェ
ラーゼ）の転写活性の増強を示した。この効
果は濃度依存的な応答であった。また、予測
されたレチノイン酸応答配列を除去したプ
ラスミドではレチノイン酸による転写増強
効果はみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2)9-cis レチノイン酸処置がミクログリアの
P2X4 受容体発現を増加させる。 
初代培養ミクログリア細胞を用いた実験

において、9-cis レチノイン酸の処置は時
間・濃度依存的に P2X4 受容体 mRNA の発現量
を増加させた。またこの増加はレチノイン酸



 

 

受容体の一つである RXR のアンタゴニスト
（HX531）によって抑制されることが明らか
になった。 

さらに 9-cisレチノイン酸処置によってミ
クログリアの P2X4 受容体タンパク量の増大
もウェスタンブロッティング法によって確
かめられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3)レチノイン酸経口投与ラットでは脊髄神
経傷害後のアロディニアの形成が促進され
る。 
末梢神経傷害後に観察されるアロディニア
症状はレチノイン酸を一日一回連続で経口
投与したラットでは有意にその悪化の度合
いが促進していることが明らかになった。ま
た、この時、脊髄での P2X4 受容体発現量は
レチノイン酸投与群で優位に増大していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4)レチノイン酸受容体に対するアンタゴニ
ストの髄腔内投与によって脊髄神経傷害後
のアロディニア症状が回復した。 
末梢神経傷害後に観察されるアロディニア
症状はレチノイン酸受容体の一つである RXR
に対するアンタゴニスト（HX531）を連続的
に髄腔内投与することによって回復させる
ことができた。また、これらの痛み行動と相
関して脊髄での P2X4 受容体たんぱく質発現
量の変化が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上より、末梢神経傷害時にレチノイン酸受
容体を介したシグナルによって、活性化した
脊髄ミクログリアの P2X4 受容体発現が増強
され、アロディニア症状を形成することが予
想された。これらの結果はミクログリアが関
与する神経因性疼痛に対し新たな治療標的
分子を提起するものである。 
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